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© Mit Uberzugen versehene Formkorper zur Bindung von bioaffinen Substanzen. Verf ahren zu ihrer Hersteflung sowie ihre 
Verwendung. 

© Es werden Formkorper mit Uberzugen aus Polymeren 
beschrieben. die an ihrer Oberflache bioiogische Substamen 
mit bicatfinen Bindungseigenschaften bindcn sowie 
Formkorper, an die solche bioiogischen Subsxanzen 
gebunden sind. Weiterhin werden Verf ahren zur Herstellung 
solcher Formkorper beschrieben. 

Formkorper versehen mit Uberzugen und daran 
gebundenen bioiogischen Materialmen konnen beispielsweise 
als diagnostisches Minel in Enzymimmunoassays oder 
Assays, die von einer Nukleinsaurehybridisierung Gebrauch 
machen, verwendet werden. 



< 

CM 
M 



N 

w O 

Q. 
HI 



Croydon Printing Company lut 



DOCID: <EP 0211229A2_i_> 



BEHRINGWERKE AK T IENGES ELL SC HAFT 

I 



35/D 013 -(^-,5^29 

Dr, Ha/Sd. 



Mit Oberziigen versehene FormkCrper zur Bindung von bio- 
affinen Substanzen, Verfahren zu ihrer Herstellung sowie 
ihre Verwendung 



Die Erfindung betrifft FormkCrper ait Oberzttgen aus Poly- 
meren, wobei der Oberzug die Eigenschaft hat, biologische 
Substanzen mit bioaffinen Bindungseigenschaften zu binden, 
sowie ein Verfahren zu ihrer Herstellung • Diese mit ttber- 
ztlgen versehenen FormkCrper kCnnen als •TrSger" zur 
Bindung eines Partners eines bioaffinen Bindungspaares 
verwendet werden. 

Ftir biologische Testverf ahren werden oft Komponenten an 
einen festen TrSger gebunden, um beispielsweise iiberschtis- 
sige Reaktionspartner leichter entfernen zu kCnnen. 
TrSgergebundene Reaktionspartner werden beispielsweise in 
Radio- und Enzymimmunoassays verwendet, Zur Verbesserung 
der Haftung von biologischem Material an Kunststof fober- 
flSchen sind seiche OberflSchen bestxahlt worden. Weiter- 
hin ist die Bindung von Testkomponenten an Trfiger durch 
Behandeln mit bifnnktionellen chemischen Reagenzien wie 
Glutardialdehyd verbessert worden. 

Es ist auch vorgeschlagen worden, zur Verringerung der 
Schwankungsbreite immunologischer Testverfahren Kunststoff- 
trSger zur Beschichtung mit immunologisch aktivem Material 
zu verwenden, die weniger als 1 Gewichtsprozent Hilfs- und 
2usatzstof fe enthalten (EP-A 0 126 392) # 
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Fur Verfahren, an denen eine Nukleinsaurehybridisierung 
beteiligt ist, sind zur Bindung einzelstr&ngiger Nuklein- 
sauren Membranen verwendet worden. Solche Membranen sind 
liblicherweise aus Nitrozellulose. Es ist auch bekannt, 
5 die Bindung von Nukleinsauren an Kunststoffoberf lachen 
durch Behandeln der OberflSchen rait Protamin zu fcrdern. 

Jede dieser Methoden ICst jeweils nur bestimmte Probleme 
in biologischen Bestimmungsverfahren, die mit trMgerge- 
10 bundenen Komponenten arbeiten. 

Es besteht deshalb weiterhin die Aufgabe, Verfahren zu 
finden, mit deren Eilfe die Haftung biologischen Materi- 
als an TrSgeroberf lSchen verbessert verden kann. 

15 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daB durch Behandeln 
von OberflSchen von Formkfirpern beispielsweise von Mikro- 
testplatten mit einer LCsung von Zellulosenitrat die 
Bindungseigenschaften dieser Formkcrper fur Nukleinsauren 
20 oder Proteine oder sogar fQr Mikroorganismen wie Viren 

verbessert werden. Durch diese Behandlung war es uberhaupt 
erst mSglich geworden, Nukleinsauren an Polystyrol zu 
binden, wie es fiir die Eerstellung von Mikrotestplatten 
haufig verwendet wird. 

25 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Formkcrper mit 
einem tiberzug aus ein era Polymer 7 vobei die Kombination fur 
wassrige LCsungen undurchlassig ist, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Uberzug aus einem Polymer besteht oder 
30 ein solches enthSlt, das die Eigenschaft besitzt, aus 
wSssrigen Losungen eine biologische Substanz, die ein 
bioaffiner Bindungspartner ist, zu binden. 

Die Formkcrper kcnnen aus Glas, Keramik oder aus Kunst- 
35 stoffen bestehen. Sie kCnnen beispielsweise plane Piatt- 
chen, Platten mit konkaven Vertiefungen zur Aufnahme von 
LCsungen wie Mikrotestplatten oder RChrchen, Kugeln oder 
auch Kuvetten sein. 
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Ein geeigneter Uberzug besteht aus einem Polymeren, 
welches einmal die Eigenschaf ten hat, an dem Material des 
FormkCrpers zu haften, zum anderen biologische Materia- 
lien aus wSssrigen LCsungen zu binden in einer Weise, daB 
sie als Reaktionspartner von bioaffinen Bindungssystemen 
verfagbar bleiben. Der Verbund aus einem FormkCrper und 
einem Uberzug ist fiir wSssrige LCsungen undurchlSssig. 

Der Uberzug kann aus einem Polymer oder aus einer Mischung 
von mehreren Polymeren bestehen. Er kann ZusStze enthal- 
ten f welche einerseits die Anhaftung des Uberzugs an deri 
FormkCrper und andererseits die Bindung der bioaffinenen 
Komponenten begtinstigen. 

Als Polymere sind beispielsweise derivatisierte Zellulo- 
sen, wie Zellulosenitrate, davon insbesondere Kollodiura- 
wollen, sowie Acetylzellulose, synthetische Polymere wie 
Polyamide, vorzugsweise in Alkoholen lfisliche Mischpoly- 
amide, PolyacrylsSure, davon die partiell veresterten oder 
auch amidierten Derivate, sowie partiell veresterte oder 
partiell acetalisierte Polyvinylalkohole geeignet. Es 
werden Polymere bevorzugt, die die optischen Eigenschaf ten 
des Formkcrpers, beispielsweise die Transparenz oder die 
Reflektion nicht oder nur wenig verSndem. 

Die Polymeren werden entweder in LCsung oder in Dispersion 
ccer auch als Pulver beispielsweise in Spriih- oder in 
Tauchverfahren auf den Formkfirper aufbracht. Bei Verwen- 
dung von Rchrchen oder von Mikrotestplatten als Fo nnkfirper 
wird die polymerhaltige LCsung oder Dispersion vorzugs- 
weise in die Rfihrchen oder die Vertiefungen eingefflllt und 
anschlieBend entweder ausgegossen oder darin belassen und 
im letzteren Fall das LCsungsmittel bzw. das Dispergier- 
medium abgedampft. Die Art der Trocknung richtet sich nach 
den Verdampfungseigenschaften des jeweils verwendeten 
LCsungsmittels oder Dispergiennediums. 
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Vorzugsweise besteht der Uberzug aus oder enthalt Zellu- 
losenitrat. Selbstverstandlich kann auch der gesamte 
Formkcrper aus Zellulosenitrat sein. 

5 Ein soches Zellulosenitrat kann in Form einer Lcsung 

beispielsweise durch Eintauchen oder durch Bespriihen des 
Formkfirpers aufgebracht werden. Es ist aber auch mcglich 
das Zellulosenitrat in Form einer Dispersion auf zubrin- 
gen. 

10 

Als Lcsungsmittel ist im Falle von Zellulosenitrat 
beispielsweise Ethanol geeignet, doch sind auch andere 
Lcsungsmittel verwendbar. Wesentlich ist, daB der Form- 
kcrper durch das Lcsungsmittel nicht in einer Weise 
15 verSndert wird, daB seine Brauchbarkeit in Tests beein- 
trachtigt ist. 

Es ist auch mfiglich, den Oberzug in Form einer Folie oder 
beispielsweise durch Pulverbeschichtung auf zubringen. 

20 

Wird eine LCsung von Zellulosenitrat verwendet, beispiels- 
weise in Ethanol, so liegt die Konzentration vorzugsweise 
zwischen 1 ug/ml und 20 mg/ml, vorzugsweise 2 ug/ml bis 2 
mg/ml Zellulosenitrat. 

25 

Die biologischen Materialien mit bioaffinen Bindungseigen- 
Fchaften kCnnen sein Prcteine ocer Glycoproteins , die die 
Funktion von Antigenen, von Antikcrpern, hier sowohl 
polyklonale wie monoklonale, und von Lektinen haben. Wei- 

30 terhin kcnne Lipoproteine, Glycolipide, Oligo- und Poly- 
saccharide mit immmunologischen oder mit nicht immuno- 
logischen Bindungseigenschaften an die Polymerschicht 
gebunden werden. Einzelstrangige DesoxyribonukleinsSure 
(DNS) oder einzelstrSngige RibonukleinsSure (RNS) , sowie 

35 deren Oligonukleotide werden ebenfalls an den Uberzug 
gebunden, wodurch die derart beschichteten FISchen fiir 
Hybridisierungstechniken verwendbar werden. 



<EP 0211229A2_I_> 



0211229 



Fur die 2ur Bindung an den Oberzug vorgesehenen biolo- 
gischen Materialien sind wSssrige LEsungen sowie Puffer- 
lCsungen geeignet, in der diese gelcst Oder dispergiert 
sind; dispergiert, wenn es sich um Glycolipide, Lipopro- 
5 teine, Viren, Zellen sowie Bestandteile von Zellen euca- 
ryoter oder procaryoter Struktur handelt. Die LCsungen 
kcnnen ZusStze enthalten, die die gleichmSBige Bindung 
der biologischen Materialien gewShrleisten. 

10 Die Konzentration des an den tJberzug zu bindenden, jewei- 
ligen bioloigschen Materials und die LCsung, beziehungs- 
weise deren Puf ferkomponenten, deren IonenstSrke und deren 
pH-Wert, urid die Bedingungen, wie Temperatur und Zeitdauer 
des Zusammenbringens der Flfissikgkeit, die das zu bindende 

15 biologische Material enthalt, und des mit dem tJberzug 

versehenen FormkCrpers werden im allgemeinen zum Erreichen 
einer gleichmSBigen und hohen Besetzung mit mCglichst 
irreversibler Bindung des jeweiligen biologischen Materi- 
als an die Oberflache in Vorversuchen ermittelt. Die Kon- 

20 zentrationen der biologischen Materialien liegen 

beispielsweise zwischen 5 ng/ml und 5 ng/ml oder auch 
niedriger. Als Puffer werden beispielsweise Phosphat-, 
Tris/BCl- und Carbonat-Puf fer in Konzentrationen von 10 
bis 100 mM und der pH-Bereich von 7 bis 10 , vorzugsweise 

25 8,0 bis 9,6 verwandt. Die Zeit kann variiert werden 

zwischen 30 min und 20 h, die Temperatur zwischen 4°C und 
6G C C. Eine der meg lichen Arbeitsweisen fiir solche 
Vorversuche ist fiir die Bindung von Proteinen an 
Polystyrol von Cantarero et al. (1980), Anal. Biochem. 

30 105, 375-382, beschrieben. 

Die mit Oberziigen versehenen FormkCrper kCnnen zur 
Herstellung eines analytischen Mittels verwendet werden. 

35 Die Erfindung wird durch folgende Beispiele nSher erlSu- 
tert, ohne damit den Erf indungsgegenstand einzugrenzen. 
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Beispiel 

1. Beschichtung von Mikrotestplatten mit Zellulosenitrat 
als Polymer 

Mikrotestplatten aus Polystyrol (A/S Nunc, 4000 
Roskilde, Danemark, Kat.Nr. 262170, mit 96 Vertie- 
fungen und nmdem Boden, QualitSt Standard hygie- 
nisch) wurden verwandt. 

Es wurden L£sungen von Zellulosenitrat (NCA 400 und 
NCA 500 der Fa. Wolff Walsrode AG, 3030 Walsrode, 
Bundesrepublik Deutschland) in absolutem Ethanol in 
folgenden Konzentrationen hergestellt: 2 mg/ml und 50 
jig/ml NCA 400, sowie 100 iig/ml NCA 500. Alle Vertie- 
fungen von mehreren Mikrotestplatten wurden mit 
jeweils 100 pi einer LCsung der genannten Konzen- 
trationen und als Kontrolle nur mit dem Lcsungsmittel 
Ethanol gefdllt. Das Lcsungsmittel wurde anschlieBend 
durch Uberblasen eines Luftstroms abgedampft. 
15 

2. Verwendung von mit einem tJberzug aus Zellulosenitrat 
beschichteten Mikrotestplatten fur einen Enzyitiimmmu- 
noassay (ELIS&) zum Nachweis von Antikcrpern gegen 
Mumps . 

20 

2.1. Bindung von Mumpsantigenen an die beschichteten und 

unbeschichteten Mikrotestplatten 

Mumpsvirus r geziichtet in Verozellen, und Verozellen, 
25 die nicht mit Mumpsvirus infiziert war en, wurden 

nach Nicolai-Scholten et al. (1980), Med. Microbiol. 
Immunol. 168, 81-90, zu PrSparationen aufgearbeitet, * 
die im weiteren als Mumpsantigen und als (negatives) 
Kontrollantigen bezeichnet werden. 



5 



10 



XXID:<EP 02U 229A2J_> 



- 7 - 



0211229 



In alle 192 Vertiefungen von jeweils 2 mit 100 ug/ml 
Zellulosenitrat NCA 500 in Ethanol beschichteten und 
von jeweils 2 nur mit Ethanol behandelten Mikrotest- 
platten (siehe Beispiel 1) wurden gemSfi Popow-Kraupp 
5 et al. (1982), J. Med. Virol. 10, 119-129 und gemSB 

Sakata et al. (1984), J. Clin. Microbiol. 19, 21-25, 
jeweils 2 mal 48 50 nl Aliquote der LCsungen von 
Mumpsantigen und von Kontrollantigen eingefiillt 
derart, daB die mit den beiden LCsungen beschickten 
10 Vertiefungen alternierend nebeneinanderlagen. Es 

wurde 15 bis 20 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend 
wurden die LCsungen abgesaugt und die Vertiefungen 
gewaschen. 

15 2.2. Nachweis von MumpsantikSrpern 

Die Testdurchflihrung erfolgte im wesentlichen wie 
von Nicolai-Scholten et al. beschrieben. Ein positi- 
ves Kontrollserum wurde 1:1000 verdiinnt mit einer 

20 Lcsung von 1 % Rinderserum, 4 % Polyoxiethylen- (20) - 

sorbitanmonolaureat (Tween® 20) in 130 mM NaCl, 20 
mM Natriumphosphat, pH 7,2 (PES). Davon wurden 
100 ill in alle 96 Vertiefungen pro Mikotestplatte 
gegeben. Es wurde 1 h bei 37°C und bei gesattigter 

25 Luftfeuchtigkeit inkubiert, anschlieBend dreimal mit 

jeweils 300 ul einer Lcsung von 1 % Tween • 20 in PBS 
gewaschen . Es folcre eine Inkubation., d.h. 1 h bei 
37 °C, mit 50 jil pro Vertiefung der von 
Nicolai-Scholten beschriebenen LCsung des Konjugates 

30 von Anti-human IgG mit Alkalischer Phosphatase (AP) . 

AnschlieBend wurde wieder dreimal mit jeweils 300 ul 
der Lcsung von 1 % Tween® 20 in PBS gewaschen. Die 
enzymatische AktivitSt des in den Vertiefungen 
gebundenen AP-Konjugates wurde bestimmt durch 

35 Inkubation mit 100 \xl pro Vertiefung einer LCsung 

von 1,5 g/1 p-Nitrophenylphosphat in 10 % Diethanol- 
amin in Wasser, eingestellt mit HCl auf pH 9,8 bei 
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20 bis 25 °C wahrend 45 min. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe von 50 jil pro Vertiefung einer Lcsung von 2 N 
NaOH beendet. Die Extinktionen der gefSrbten Lcsun- 
gen wurden bei 405 nm mit dem Gerat Titer tek ® , 
Multiskan MC, einem Photometer der Firma Flow 
Laboratories Inc., McLean, Va. 22102, USA, gemessen. 

• Ergebnis 

In Tabelle 1 ist das Ergebnis dargestellt. Die Ex- 
tinktionen der mit Mumpsantigen beladenen Vertiefun- 
gen bei den mit Zellulosenitrat behandelten Platten 
sind etwa um das dreifache hfiher als bei den nur mit 
dem LSsungsmittel Ethanol behandelten Platten. Die 
mit dem (negativen) Kontrollantigen behandelten 
Vertiefungen zeigen sowohl im Falle der Verwendung 
von der mit Zellulosenitrat behandelten als auch von 
nur mit dem Lcsungsmittel behandelten Platten eine 
niedrige Extinktion, die im ersten Fall zwischen 
0,01 und 0,02 und im zweiten zwischen 0 und 0,01 
liegt. Bei den mit Zellulosenitrat behandelten 
Platten ist diese als Eintergrund zu bezeichnende 
Extinktion als sehr niedrig zu bewerten, ein Zeichen 
ftir geringe unspezifische Bindung des Kontrollserums 
wie des AP-IgG-Kon jugates . Hervorzuheben ist die 
drei- mal hchere Extinktion bei den beschichteten 
Platten , was eine Erhchung der Enpf indlichkeit um 
die gleiche GrfiBenordnung bedeutet. 



- 9 - 



0) 
X 
m 



1 

1 






I . 
M 


c 




ft) 


\u 






u» 




u 




rsj 


O 


C 






*0 


Q) 




•H 


-P 


rM 


•H 


-U 


C 


O 


<8 


(U 


U 


H 


t, 


1 1 
+^ 




o 


c 




o 




<w 






-H 


1 




•0 


c 




in 


Q) 




c 


tn 


r-l 


0 







-p 

c 

— 1 

X 
H 



0) 
0) 

-H 



-P a 

C 4J 

(0 +» 

03 cd 

a ^ 



c 

X rH 



C 0) 

-P 

•H « 
4J rH] 

C 0« 

<0 



CD 





c 


rH 








« 


0 


rH 






x: 








c 


0) 


-p 


0 


00 


A3 


XI 


c 


-P 




4J 




o 


4J 




CO 


c 




10 


II 




0) 




rH 






D> 




0< 


c 


C 


C 










D 










*M 








1 


Q> 








to 


•H 








C 


-P 








o 






r\i 




*H 


0) 








-P 


> 




0) 


CO 


M 




c 


■P 




C 


c 




«P 




•H 


0 




<d 


II 


-M 


> 


•H 


rH 




X 




•P 


04 


c 




E 


C 








c 


m 






c 




cn 


rH 








a 






q 


o 


e 


0 


CO 


rH 




D 


4J 










-P 




■p 


iH 




«J 


n 


•H 


<D 




rH 




s: 


XI 






c 


0) 




-P 







0211229 



4J 
-P 

r-l 

a 
-p 

m 

<D 
-P 

o 
u 



c 

o 
> 



N 
03 

2 O 



<0 

u 

-P 

-H 

c 

CO 

o 

rH 



0) 



I 

u 

> 

o 
u 

c 
© 

C -H 
•H -P 



O rH 

ro o 
o o 
+1 



o o 
ro o 
o o 



-H 



o 

rH 

o 
o 



o 

CM 
O 



o o 
in m 
ro o 

o o 

+1 

O rH 
rH XT 
O 

o o 

+1 



o in 

Cg rH 

rH O 

o o 



o r- 

rH 
rH O 



+1 



o 

O 

o 



0 m 

01 rH 
rH O 

o o 

o r- 

in rH 

rH O 

o o 

+1 



SOCIO: <EP 021 1229A2J > 



- io - C21 1229 

3. Verwendung von mit Uberziigen aus Zellulosenitrat 
beschichteten Mikrotestplatten fiir die DNS-Hybridi- 
sierung 

5 3.1. Bindung von einzelstrangiger DNS an die beschichtete 
Mikrotestplatte 



Es wurden Mikrotestplatten verwandt, deren Ver tie fun- 
gen wie in Beispiel 1 beschrieben, mit LEsungen von 
10 jeweils 2 mg/ml und 50 ng/ml Zellulosenitrat NCA 400 

und zur Kontrolle nur mit dem LCsungsmittel Ethanol 
behandelt .worden waren. 

In die Vertiefungen der beschichteten und in die der 
15 als Kontrollen nur mit Ethanol behandelten Vertiefun- 

gen wurden 100 jil von Verdunnungen von 500 , 250, 50, 
5 und 0 ng/ml DNS des Plasmids, pBW3 in Puffer von 
10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0, die durch 10 min 
Erhitzen auf 100°C, gefolgt von 5 min Kuhlen auf 
20 0°C, in EinzelstrSnge zerlegt worden war, einge- 

fflllt. Die mit den Lcsungen beladenen Flatten wurden 
bei 80°C 8 h lang gehalten (gebacken) , wobei sie zur 
Trockene eindampften. 

25 3.2. Vorhybridisierung 



Als Staramlcsungen fiir die Eerstellung von im folgen- 
den aufgefiihrten Puffern wurden SOfach konzentrierte 
Denhardt'sche Lcsung (Denhardt, 1966, Biochem.Biophys. 

30 Res. Comm. 23, 641-652): 10 g Ficoll * 400 (ein 

Saccharose-Polymer der Fa. Pharmacia, Mg 400.000) , 
10 g Polyvinylpyrrolidon, MG 360.000, 10 g Rinder- 
serumalbumin, gel£st in 1 1 destilliertem Wasser und 
20fach konzentrierte Citrat-gepuf f erte KochsalzlCsung 

35 (SSC, Abkurzung fur Standard sodium citrate), das 

heiBt 3,0 M NaCl, 300 mM Trinatriumcitrat verwandt. 



raiD: <EP 021 1229A2J_> 



v 



10 



15 



20 



- 11 - 

0211229 

Fur die Vorhybridisierung zur Abdeckung unspezifi- 
scher Bindungsstellen wurden alle Vertiefungen mit 
jeweils 100 ul folgender Lcsung gefUllt und 4 h bei 
42°C inkubiert: 0,01 % Hefe ENS , 0,1 % Natriuradode- 
cylsulfat (SDS) , 1 % Glycin, 5-fach konzentrierte 
Denhardt'sche Lcsung, 5-fach konzentrierte SSC, 50 % 
Formamid in 50 mM Natriumphosphatpuf fer , pH 7,0. 

3.3. Hybridisierung 

Als Sonden-DNS wurde durch "Nick"-Translation bioti- 
nierte DNS des Plasmid pBW3 verwandt, hergestellt 
wie von Rigby et al. (1977), J.Mol.Biol. 113, 
237-251, beschrieben, die auf die Konzentration von 
250 ng/ml verdunnt worden war mit einer Lcsung von 
0,01 % Hefe-RNS, 0,1 % SDS, 10 % Dextransulf at , 
einfach konzentrierter Denhardt • scher Lcsung, 5-fach 
konzentrierter SSC, 45 % Formamid in 20 mM Natrium- 
phosphat-Puffer, pH 7,0. Die gebrauchsfertige 
Sondenlcsung Wurde erhalten, indem sie 10 min bei 
100°C erhitzt und anschlieBend auf 0°C abgekiihlt 
wurde. 



In jede Vertiefung wurden 100 ul DNS-Sondenlosung 
eingefullt. Zur Kybridiserung wurde 15 h bei 42°C 
inkubiert. 

3.4. Detektion 



Die Sondenlosung wurde abgesaugt. Es folgten mehrere 
Waschschritte mit in der Reihenfolge angegebenen 
Mengen der folgenden Lcsungen, den angegebenen 
Inkubationszeiten und Inkuba tions tempera turen: 
3mal jeweils 3 min bei 20 bis 25 °C mit 300 til 0,1 % 
SDS in 2-fach konzentrierter SSC, 

3mal jeweils 3 min bei 20 bis 25°C mit 300 jil 0,1 % 
SDS in 0, 2-fach konzentrierter SSC, 
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2mal jeweils 15 min bei 50°C mit 300 nl 0,1 % SDS in 
0,16-facher SSC und 

3mal jeweils 1 min bei 20-bis 25°C mit 150 ul 0,1 % 
SDS in 2-facher SSC. 

AnschlieBend wurde jeweils einmal mit jeweils 300 ul 
pro Vertiefung der im folgenden als Puffer A und als 
Puffer B bezeichneten Lcsungen behandelt, urn un- 
spezifische Bindung von Protein an die Festphase zu 
vermeiden. 

Puffer A: 0,05 % 4-Octylphenoxipolyethoxiethanol (Triton® 
X 100), 0,1 M Tris/HCl, 0,1 M NaCl, 2 mM MgClj, 
pH 7,5, 1 min bei 20 bis 25 °C; 

Puffer B: 3 % Rinderserumalbumin in Puffer A, 20 min bei 
42°C. 

Es folgte eine Inkubation, das heiBt eine WSrmebehandlung 
bei 80°C fur 10 min ohne Puffer. 

Zur Detektion wuifden die Vertiefungen erst wieder mit 300 
Hi Puffer B gefullt, die Flttssigkeit 20 min bei 20 bis 
25 °C darin beiassen und danach wieder abgesaugt. 

,.i u 0 rticf,mo einer Lcsuncr von 2 pg/ml Streptavidin 

(Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg, Ma. 20877, 
DSA) in Puffer A wurden 1 h bei 20 bis 25°C inkubiert. 
Danach wurde dreimal zu jeweils 2 min mit 300 ill Puffer A 
gewaschen. Es folgte die Inkubation von 100 ul pro Ver- 
tiefung DNA Detection System in einer Konzentration von 1 
pg/ml in Puffer A 1 h bei 20 bis 25°C. DNA-Detection 
System (Bethesda Res. Labs.) ist ein Polymer enthaltend 
biotinierte alkalische Phosphatase, hergestellt wie von 
Leary et al. (1983), Proc. Nat .Acad. Sci. 80, 4045-4049, 
beschrieben. AnschlieBend wurde zur Entfernung von nicht 
gebundenem DNA-Detection System jeweils dreimal 2 min bei 
20-25 °C mit 300 ul folgender zwei Puf ferlcsungen gewaschen: 
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Puffer A 

und 0,1 M Tris/HCl, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl 2 , pH 9,5. 

Mit 100 jtl pro Vertiefung einer Lcsung von 1,5 mg/ml 
5 p-Nitrophenylphosphat in 10 % Diethanolamin in 

Wasser, eingestellt mit HC1 auf pH 9,8, als Substrat 
fur die alkalische Phosphatase wurde bei 37°C 45 min 
lang inkubiert und danach die enzymatische Hydrolyse 
durch Zugabe von 50 ul pro Vertiefung 2 N Natronlau- 
10 ge beendet. Die Extinktionen der gefarbten Lcsungen 

wurden bei 405 nm in den Vertiefungen ebenfalls mit 
dem GerSt Titertek • Multiskan MC gemessen. 



15 



3.5. Ergebnis und Bewertung des Ergebnisses 



In Tabelle 2 ist das Ergebnis dargestellt. Vertie- 
fungen, die wie bei 3.1. beschrieben mit 2mg/ml und 
mit 50 |ig/ml Zellulosenitrat NCA 400 beschichtet und 
anschlieBend mit einzelstrSngiger DNS des Plasmids 

20 pBW3 der Konzentrationen 5 bis 500 ng/ml durch 

Backen behandelt worden waren, erzeugen nach der 
Hybridisierung und Bindung des DNS-Detektionssystem 
an die Sonde Farbsignale, die mit steigender DNS-Kon- 
zentration zunehmen. Das Farbsignal des Hinter- 

25 grunds, das heifit das in den Vertiefungen, die nicht 

mit DNS behandelt worden waren, ist niedriger und 
auch etwa so schwa ch, v/ie das in den Vertiefungen, 
die nicht mit Zellulosenitrat beschichtet, aber mit 
DNS der genannten Konzentrationen behandelt worden 

30 waren (Kontrollen) • Das Ergebnis zeigt, da£ ohne 

Beschichtung mit dem tJberzug keine DNS nachweisbar 
ist. 
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Patentansprtiche : 

1. FormkCrper mit einem Uberzug aus einem Polymer, 
wobei die Kombination fiir wSssrige LCsungen undurch- 
ISssig ist, dadurch gekennzeichnet, daB der Uberzug 
aus einem Polymer besteht oder ein solches enthSlt, 
das die Eigenschaft besitzt, aus wSssrigen LCsungen 
biologische Substanz, die ein bioaf finer Bindungs- 
partner ist, zu binden. 

2. FormkCrper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Uberzug ein synthetisches, natQrliches oder 
durch eine chemische Reaktion modif iziertes oder 
derivatisiertes natlirliches Polymer enthSlt. 

3. FormkCrper nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Uberzug Zellulosenitrat enthSlt. 

4 . Verwendung eines FormkCrpers nach Anspruch 1 als 
Bestandteil eines diagnostischen Testbesteckes . 

5. Verfahren zur Herstellung eines fiir wSssrige LCsun- 
gen undurchlSssigen analytischen Mittels bestehend 
aus einem Verbund von einem Formkfirper und einem 
Uberzug sovie aus an der CberflMche des Uberzugs 
gebundene Komponenten von bioaf finen Eindungspart- 
nern, dadurch gekennzeichnet, daB der Formkcrper 
zuerst mit dem Uberzug versehen wird, derart, daB 
ein fttr wSssrige LCsungen undurchlSssiger Verbund 
entsteht, und daB dieser Verbund mit einer wSssrigen 
LOsung oder wSssrigen Dispersion einer oder mehrerer 
Komponenten von bioaf finen Bindungspartnern behandelt 
wird, so daB diese Komponente oder 
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Komponenten an die OberflSche des Uberzugs gebunden 
werden. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Komponente yom bioaffinen Bindungspartnern 
ein Virus oder ein Bestandteil eines Virus sowie 
Bestandteile von Zellen mit eucaryoter oder pro- 
caryoter Struktur, eine einzelstrSngige DNS oder RNS 
oder deren Oligonukleotide, ein Protein oder Peptid, 
ein Glycoprotein, Glycolipid, Glycan oder Lipopro- 
tein ist oder sind. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
der FormkCrper eine Hikrotestplatte ist. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB fiir die Herstellung des Uberzugs eine Lcsung, 
eine Dispersion oder ein Pulver enthaltend ein 
synthetisches Polymer, natiirliches Polymer oder ein 
durch eine chemische Reaktion modif iziertes oder 
derivatisiertes natiirliches Polymer verwandt wird. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB zur Herstellung des tiberzugs eine Lcsung oder 
eine Dispersion von Zellulosenitrat aufgebracht wird 
und das LCsungsmittel oder das Dispergiermedium 
durch Trocknung entfernt wird. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet", 
daB die Bindung von Komponenten von bioaffinen 
Bindungspartnern aus wSssrigen LCsungen oder Disper- 
sionen enthaltend ein Virus oder einen Bestandteil 
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eines Virus sowie Bestandteilen von Zellen mit eucaryoter 
oder procaryoter Struktur, eine einzelstrSngige DNS, 
RNS oder eines Oligonukleotids von diesen, ein Protein 
Oder Peptid oder ein Glycoprotein, Glycolipid, Glycan 
oder Lipoprotein an die mit den tlberzugen versehenen 
Formkcrpera durch Inkubieren der Lcsungen oder der Dis 
persionen mat diesen vorgenommen wird. 
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